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 چکیده
ي ها  روش  يبررساین  بر باشند، بنا نمي 1M نيآفلاتوکسحذف   شير قادر به ونيزاسيلیمتداول استر يها روش مقدمه:
تحقيق  . در اینرسد يم نظر به يضرور، آن کاهشای  جهت حذف ،کيلاکت ديخانواده اسي ها  يباکتر از استفادهمانند  يکیولوژيب 
 يزمان ماندگار  يط درپروبيوتيک   در ماست 1M و کاهش آفلاتوکسينرامنوسوس در ميزان جذب   لاکتوباسيلوستوانایي باکتري 
 بررسي گردید. 
هاي  رویي نمونهمانده در مایع  ليتر آفلاتوکسين باقي ميلي درنانوگرم  0/55و  0/5، 0/1هاي  غلظت ها:  مواد و روش
و نتایج توسط   از توليد ماست، توسط روش الایزاي رقابتي تعيين یکم پس و  ماست در روزهاي اول، هفتم، چهاردهم و بيست 
 کروماتوگرافي مایع باکارآیي بالا تایيد شد. 
مربوط  Hpپروبيوتيک، کمترین ميزان  و حاوي باکتريدو نوع ماست معمولي  بر اساس نتایج در هر :یافته هاي پژوهش
  ماست حاوي غلظت  آن براي  ليتر) بود و بيشترین ميزان ميلي در نانوگرم 0/1هاي ماست تيمار شده باغلظت پایين سم( به نمونه
 0/5اول، حدود  با روز  مقایسه روز نگهداري در 11از   کاهش پس دست آمد. ميزانه ليتر) ب  ميلي در  نانوگرم 0/55سم(بالاي 
 1Mآفلاتوکسين  درصد 99از  به جذب بيش که لاکتوباسيلوس رامنوسوس قادر استآن  دست آمد. نتایج گویايه لگاریتمي ب سيکل
ليتر حدود   ميلي در نانوگرم 0/5شده با   هاي آلوده که ميزان جذب سم در نمونه حالي ليتر است، در ميلي در نانوگرم 0/1غلظت  در
 رسيد. درصد 99ليتر، به حدود  ميلي در  نانوگرم 0/55و با  درصد 19
در جذب  GGرامنوسوس زیرگونه داد توانایي لاکتوباسيلوس هاي حاصل از این تحقيق نشان  یافته گیري:  بحث و نتیجه
هاي  درصد نمونه 01تطابق نتایج  باشد. مقایسه و دار مي مقایسه با آغازگرهاي ماست به لحاظ آماري معني مقادیر بالاي سم در
از الایزا، نشان داد روش الایزا جایگزین مناسبي براي روش مورد آزمون به روش کروماتوگرافي مایع با کارآیي بالا با نتایج حاصل 
 باشد. هاي آزمایش مي  گيري ميزان آفلاتوکسين براي کاهش هزینهکروماتوگرافي مایع با کارآیي بالا به منظور اندازه
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 قدمهم
از  درصد 01ساليانه  فائو بر اساس گزارش سازمان
ي توليد شده در دنيا توسط سموم یمحصولات غذا
 نيدر این آلودگي آفلاتوکسشوند که   قارچي آلوده مي
چنين  ا سهم بيشتري نسبت به سایر سموم دارند. همه 
آلوده و  يهاي ناشي از حذف مواد غذای ميزان زیان
در هر  مریکاخسارات وارده به محصولات کشاورزي آ
  .)1،1(ميليون دلار اعلام شده است 001سال 
 ها  نيبه آفلاتوکس یيمواد غذا يآلودگ نیبر ا علاوه
سبب بروز  تواند ي، م1M نياز جمله آفلاتوکس
 ،یيزا  جهش ،یيزا  سرطان ريمخاطرات بهداشتي نظ
در کودکان گردد. بر  ژهیو به غيرهو  یيزا الخلقه ناقص
عمل آمده توسط مرکز کنترل  هاي به طبق بررسي
ي سازمان غذا و دارو هاي ایالات متحده و بيماري
درصد از جمعيت آمریکا ساليانه به  11تا  9، آمریکا
 شوند که از این تعداد تقریباً ي مبتلا ميیمسموميت غذا
 مانده ها و باقي نفر در سال در اثر مایکوتوکسين 0009
ها از  مواد شيميایي کشاورزي و هورمون هاي دارویي،
 .)9(روند بين مي
مورد  هاي لبني وردهآکه شير و فر آن با توجه به
باشند و  اکثریت قریب به اتفاق مردم مي همصرف روزان
توان آن را به عنوان بخش مهمي از تغذیه در سبد  مي
و  يمنیخانوارهاي ایران در نظر گرفت، توجه به ا
برخوردار است.  يا ژهیو تيمحصول از اهم نیسلامت ا
و  ريسلامت ش تواند يکه م ها  ندهیاز انواع آلا يکی
  يم 1M نيرا به خطر اندازد، آفلاتوکس يمحصولات لبن
 يريگ  اندازه نهيمختلف در زم قاتيتحق جی. نتاباشد
 رانیمناطق مختلف ا ريدر ش 1M نيآفلاتوکس زانيم
سم  نیبه ا شيب کما رينشان دهنده آن است که ش
در  1M نيکه آفلاتوکس . با توجه به آنباشد يآلوده م
 رينظ ون،يزاسيلیمتداول استر يها  روش بلمقا
دفع  گرید يمقاوم است و از سو يحرارت يندهاآیفر
به همراه  يطيمح ستیمحصول آلوده، مشکلات ز
جهت  يکیولوژيب يها روش يخواهد داشت، بررس
 ريش تيفيک شیکاهش آن به منظور افزا ایحذف 
 .)9-5(رسد  يبه نظر م يضرور
 از مهم يکینشان داده است که  قاتيتحق جینتا
در کاهش بروز اختلالات مربوط به سم  ها وهيش نیتر
خانواده  يها  ياز ورود آن، استفاده از باکتر يريجلوگ ای
هاي اسيد   . باکتري)5،7(باشد  يم کيلاکت دياس
لاکتيک داراي یک ماتریکس پپتيدوگليکان است که 
سلولي است و ترکيبات  هترکيب عمده ساختماني دیوار
هاي   د تيکوئيک، اسيد ليپوتيکوئيک، لایهدیگر آن اسي
ساکاریدهاي خنثي است. این ترکيبات  پروتئيني و پلي
تيکوئيک که بيش از  عملکردهاي مختلفي دارند. اسيد
شود و  درصد وزن کل دیواره سلولي را شامل مي 05
 سمباشد، در مکاني داراي خاصيت هيدروفوبي بالایي مي
اي   و اتصال به آن نقش عمده نيتوکس يجذب سطح
 .)8(دارد
است  يلبن يها  وردهآفر نیتر از پرمصرف ماست
. کشت دیآ يدست مه ب يکيلاکت ريکه بر اساس تخم
و  کوسیبولگار لوسيآغازگر متداول ماست، لاکتوباس
در  که يدر حال باشند، يم لوسياسترپتوکوکوس ترموف
از هاي مذکور،  علاوه بر باکتري کيوتيماست پروب هيته
از  یيها  گونه رينظ ي پروبيوتيکها يباکتر
. در )9(شود  ياستفاده م ومیدوباکتريفيبلاکتوباسيلوس و 
 باکتريبر آن است که اثر  يسع قيتحق نیا
سم  زانيمبر کاهش لاکتوباسيلوس رامنوسوس 
 نيآلوده به آفلاتوکس ريکه از ش يدر ماست نيآفلاتوکس
 .رديمورد مطالعه قرار گ گردد، يم هيته 1M
 لاکتوباسيلوس رامنوسوس جزء باکتري باکتري
شود که داراي ارزش  هاي پروبيوتيک محسوب مي
ناحيه روده ساکن  پس از مصرف دراي بوده و  تغذیه
در سلامت انسان بر جاي  آسایي  و اثرات معجزه شده
 باکتري هایي که این ترین مکانيسم  مهم .دنگذار مي
سلامت انسان  ارتقاي توانند موجب وسيله آن مي بهها  
اسيدهاي آلي، پراکسيدها و  شامل توليد شوند
 هاي مضر و بيماري رقابت با باکتري و باکتریوسيدها
روي  اتصال  هاي  اي براي تصاحب جایگاه زاي روده
 آزمایشات انجام شده نشان مي .)01(باشد موکوس مي
اسيدوفيلوس در مقایسه با دهد که لاکتوباسيلوس  
لاکتوباسيلوس لاکتيس، لاکتوباسيلوس کازئي، 
لاکتوباسيلوس پارا کازئي، لاکتوباسيلوس رامنوسوس و 
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 هاي سنتي ماست، مقاوم ها و نيز باکتريبيفيدوباکتر
هاي صفراوي  شيره معده و نمکترین گونه به 
 .)11(است
ونه لاکتوباسيلوس رامنوسوس ابتدا به عنوان زیر گ
لاکتوباسيلوس کازئي شناخته شد. اما تحقيقات بعدي 
هاي جنس  اي مستقل از باکتري نشان داد که گونه
هاي این گونه  باشد. برخي از سویه لاکتوباسيلوس مي
به عنوان پروبيوتيک مطرح بوده و گاهي در ماست یا 
. گيرند سایر محصولات لبني مورد استفاده قرار مي
دهد این گونه به اسيد معده و نمک  مطالعات نشان مي
صفراوي روده مقاوم است و ميل ترکيبي بالایي با 
لاکتوباسيلوس  هاي موکوس روده انسان دارد. سلول
رامنوسوس در جلوگيري از اسهال روتاویروسي در 
کودکان مفيد بوده و مصرف آن به عنوان یک باکتري 
 نفسي به ویژهپروبيوتيک سبب کاهش خطر عفونت ت
ها قادر به  . پروبيوتيک)91،11(شود در کودکان مي
تحریک سيستم ایمني و تقویت پاسخ ایمني بدن 
هاي  هستند. این ویژگي در مورد باکتري
لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس، لاکتوباسيلوس رامنوسوس 
 .)11(و لاکتوباسيلوس کازئي به اثبات رسيده است
 هاي سویهمخلوطي از تحقيقات بر روي 
و پروپيوني ) 507-CL، GG(لاکتوباسيلوس رامنوسوس
 1001، در سال یشي زیر گونه شرمانينرباکتریوم فرید
  . موکوس روده)51(توسط گراتز و همکاران انجام شد
اي از سه نمونه روده خوك تهيه شد. ميزان 
کروماتوگرافي مایع با آزاد به روش  1Bآفلاتوکسين 
  نشان داد مخلوط باکترينتایج . سنجش شد کارایي بالا
 هم .)51(باشند ها داراي توانایي باند کردن کمتري مي
قابليت اتصال  )،1001پلوتونن و همکاران( چنين
نژاد از  01توسط  1Bفيزیکي و حذف آفلاتوکسين 
اکتریوم هاي خانواده اسيد لاکتيک و بيفيدوب  باکتري
 11ها شامل   این باکتري .)71(مورد مطالعه قرار گرفت
گونه  9بيفيدوباکتریوم و گونه  5 گونه لاکتوباسيلوس،
پس از باند نشده 1B آفلاتوکسين  لاکتوکوکوس بود.
گراد، با روش   درجه سانتي 59دماي ساعت در  11
 گيري شد. اندازه کروماتوگرافي مایع با کارایي بالا
درصد از آفلاتوکسين  95/5تا  51/9ها  لاکتوباسيلوس
 دو گونه لاکتوباسيلوسرا حذف نمودند.  1B
با و یک گونه لاکتوباسيلوس رامنوسوس  آميلوووروس
ساعت  15در طي  1Bآفلاتوکسين از  درصد 05بيش از 
 .)71(گذاري اتصال برقرار نمودند  گرمخانه
هاي اسيد لاکتيک  نژاد از باکتري 11در آزمایشي 
 1Bها در حذف آفلاتوکسين  و توانایي آن شدهانتخاب 
در محيط کشت مایع از طریق اتصال فيزیکي مورد 
هاي غير   باکتري نشان دادنتایج گرفته و ارزیابي قرار 
را به صورت  1Bزنده به مقدار بيشتري آفلاتوکسين 
  هاي به از بين باکتري .)51(متصل به خود نگه داشتند
 و GG لاکتوباسيلوس رامنوسوس نژاد ،کاربرده شده
 ژادـــن وســـنوســوس رامــــيلـــاســــوبـــلاکت
را از محلول با بيشترین  1Bآفلاتوکسين  CL-507
. قابليت لاکتوباسيلوس )51(کارایي حذف نمودند
نيز در حذف  507-CLو  GGرامنوسوس سویه 
از شيره روده حاصل از جوجه بررسي  1Bآفلاتوکسين 
را در  1Bدرصد از آفلاتوکسين  15تا  GGشدند. سویه 
ه ــمدت یک دقيقه حذف نموده، در حالي که سوی
درصد را حذف کرد. تجمع آفلاتوکسين  11، 507-CL
 507-CLو  GGدر بافت روده نيز در حضور سویه  1B
ش جذب توسط بافت درصد کاه 59و  15به ترتيب 
 .)81(روده نشان داد
 1Bتوکسين در تحقيقي ميزان اتصال سطحي آفلا
هاي مختلف ساکارومایسس سرویزیه که از   در سویه
غذاهاي تخميري آفریقاي شرقي جدا شده بودند، در 
شرایط فيزیکي و شيميایي مختلف مورد آزمایش قرار 
 درجه سانتي 15نتایج نشان داد تيمار حرارتي  گرفتند.
 درصد 89دقيقه سبب افزایش جذب از  5گراد به مدت 
شد. در  درصد 75دقيقه به  01و بعد از  درصد 71به 
 5001تحقيق دیگري که توسط این محققان در سال 
يقه دق 01انجام شد، تيمار اتوکلاو ميکروب ها به مدت 
. افزایش جذب )11،01(افزایش داد درصد 95جذب را تا 
به  1Bدر تيمارهاي فيزیکي بيانگر اتصال آفلاتوکسين 
ج با نتایج به دست سطح سلول ميکروب است. این نتای
نظامي و بژیوآ روي باکتري -هاي ال  آمده از بررسي
لاکتوباسيلوس رامنوسوس و مخمر ساکارومایسس 
سرویزیه کاهش اوکراتوکسين هماهنگ است. حرارت 
گيري   ممکن است سبب دناتوره شدن پروتئين و شکل
هزاران واکنش بينابيني در دیواره سلولي شود. شرایط 
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ساکارید دیواره و   یي مونومرهاي پلياسيدي سبب رها
ها به آلدئيدها شود. شکست اتصالات  شکستن آن
سبب افزایش اتصال فيزیکي آفلاتوکسين و ساختار 
تواند با  چنين حرارت مي شود. هم دیواره سلولي مي
انحلال برخي واحدهاي ماناني سطح سلول سبب 
 افزایش نفوذپذیري دیواره سلولي گردد که در نهایت
 هاي اتصالي مي  سبب افزایش دسترسي بيشتر سایت
 .)11،11(شود 
اثر  يبررس ،حاضر قيتحق يهدف اصلاین  بر بنا
 کيوتيپروب يعنوان باکتر  رامنوسوس به لوسيلاکتوباس
 هیدر ماست بر پا 1M نيآفلاتوکس زانيدر کاهش م
نهایت،  و در يزمان ماندگار يدر ط کیولوژيروش ب
 .کروماتوگرافي مایع با کارآیي بالا بودتائيد نتایج توسط 
 ها روشمواد و 
در این پژوهش از ونکومایسين هيدروکلراید 
، محيط کشت ام.آر.اس. براث و آگار ((سيگما، آمریکا
مرك، (مرك، آلمان)، محيط کشت اسکيم ميلک(
(مرك، آلمان)، فسفات آلمان)، فسفات هيدروژن سدیم
پودر ليوفليزه سویه دي هيدروژن پتاسيم(مرك، آلمان)، 
) CCTP7361ميکروبي لاکتوباسيلوس رامنوسوس(
هاي علمي و صنعتي ایران)،  (سازمان پژوهش
آغازگرهاي ماست(کریستين هانسن)، کيت الایزا(یورو 
، آمریکا) و ستگاه الایزا ریدر و واشر(بيوتکپروکسيما)، د
 استفاده شد. کروماتوگرافي مایع با کارآیي بالادستگاه 
از شرکت سيگماي آلمان  1Mپودر آفلاتوکسين 
خریداري شد. سپس با استفاده از استونيتریل محلول 
ليتر تهيه گردید.  نانوگرم در ميلي 001مادري با غلظت 
هاي  هاي ماست، محلول به منظور آلوده کردن نمونه
 0/55و  0/5، 0/1هاي  با غلظت 1Mآفلاتوکسين 
 . )91(شد ليتر تهيه نانوگرم در ميلي
در  درصد 1آغازگرها به ميزان  دایرکت وت پودر
 درجه سانتي 59در دماي  مایع ام.آر.اس محيط کشت
سازي  فعال .سازي شد ساعت فعال 11گراد به مدت 
  ها در شرایط هوازي انجام شد. پس از فعال باکتري
به  هاي آغازگر ماست و پروبيوتيک سازي باکتري
یک، کدورتي معادل  منظور تعيين منحني رشد هر
ها تهيه گردید و تا رسيدن به فاز سکون در  از آن 0/50
 گيري شد.  هاي متناوب ميزان کدورت اندازه زمان
هاي آغازگر و  به منظور استفاده از کشت
پروبيوتيک در تهيه ماست، با توجه به منحني رشد 
 سازي آن  گر، ابتدا فعالپروبيوتيک و آغاز هاي باکتري
ها تا رسيدن به فاز لگاریتمي رشد انجام شد. سپس 
 9هاي مذکور توسط محلول بافر فسفات طي  کشت
 درجه سانتي 1، دماي 0019 gمرحله سانتریفوژ با دور 
شو شده و پلت ميکروبي جداسازي شد. و  گراد شست
ها توسط اسپکتروفتومتر در طول موج  غلظت باکتري
انومتر توسط بافر فسفات مطابق محلول استاندارد ن 007
ليتر از  ميلي 01تنظيم شد. سپس مقدار  0/5مک فارلند 
سوسپانسيون ميکروبي مورد نظر(استارتر معمولي به 
، ترکيب استارتر معمولي و باکتري ليتر ميلي 01ميزان 
) جهت ليتر ميلي 01پروبيوتيک هر کدام به ميزان 
هاي شير، توسط سانتریفوژ با دور   تلقيح در نمونه
 گراد بافرزدایي شدند. درجه سانتي 1، دماي 0019g
 11جهت تهيه ماست، شير پس چرخ بازساخته 
  گراد حرارت درجه سانتي 09-59ابتدا تا دماي  درصد
دهي شد، پس از سرد سازي و افزودن آفلاتوکسين در 
در و ليتر  نانوگرم در ميلي 0/55و  0/5، 0/1سطح  9
هاي آغازگر ماست آماده شده  نهایت تلقيح باکتري
گذاري   ساعت گرمخانه 9مطابق بالا، به مدت حداقل 
هاي ماست توليد   شد.  قابل ذکر است که انعقاد نمونه
ساعت را به خود  9/5زماني حدود   شده توسط باکتري
 .)91(اختصاص داد
نمونه هاي ماست توليد شده بلافاصله پس از اتمام 
 Hpانکوبه گذاري جهت اطمينان از قرار داشتن در رنج 
در  Hpشدند. سنجش  Hp)، تعيين 1/7 مناسب(حدود
روزه نيز  11روزه در طول دوره نگهداري  5فواصل 
  .انجام گرفت
 SSPS افزار آماري ها از نرم به منظور آناليز داده
استفاده شد. نتایج این تحقيق بر پایه طرح  71نسخه 
آماري کاملاً تصادفي در قالب فاکتوریل آناليز شد. 
فاکتورهاي لحاظ شده شامل نوع باکتري، غلظت سم و 
زمان نگهداري بود. آزمایشات در دو تکرار انجام شد. 
اساس  و بر SSPSميانگين نتایج با نرم افزار آماري 
درصد  5 ميزان خطاين در اي دانک آزمون چند دامنه
 مورد ارزیابي قرار گرفت. براي رسم نمودارها از نرم
 استفاده گردید. 9001اکسل  افزار
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هاي  گيري آفلاتوکسين در نمونه به منظور اندازه
 001هاي ماست آماده و  ماست، ابتدا سوپرناتانت نمونه
با ليتر از آن از ستون ایمونوافينيتي عبور داده شد.  ميلي
عبور عصاره رقيق شده از ستون، سم موجود در عصاره 
هاي درون ستون متصل  بادي  به آنتي ژن)  (آنتي
بادي در  سم متصل شده به آنتيپس از آن  .گردید
شسته  درون ستون توسط عبور متانول از داخل ستون،
تعيين  .گردیدآوري و با آب رقيق  و درون ویال جمع
تفاده از روش فاز معکوس با اسآفلاتوکسين مقدار 
 که مجهز به مشتق بالاکروماتوگرافي مایع با کارایي 
ستون،   ساز پس مشتقشد. انجام  بودستون،   ساز پس
اتي رکيبتها را به  رمينه نموده و آنها را بُآفلاتوکسين
ند، شدت فلورسانس بيشتري نسبت به سموم دار که
شدند. در نهایت قابل رویت  ها لذا پيک تبدیل نمود؛
از مقایسه سطح زیر منحني و یا ارتفاع  سمتعيين مقدار 
هاي استاندارد با نمونه مجهول، با احتساب  منحني
 .)51(گردیدضریب رقت محاسبه 
تعيين آفلاتوکسين با کروماتوگرافي مایع با کارایي 
 ميلي 1/7×001بالا با ستون سيليکاژل فاز معکوس(
، فنومنکس رومتر) ساخت شرکتميک 5متر، اندازه ذرات  
 ساخت شرکتآلفا تست  مجهز به ستون ایمونوافينيتي
و سيستم تشخيص با فلورسانس انجام شد. از فاز  ویکام
 ميلي 1) با سرعت جریان 07/01متحرك متانول/آب(
هر نمونه،  ليتر در دقيقه استفاده گردید. پس از تزریق
گيري سطح زیر  از طریق اندازه گيري ميزان سم اندازه
پيک آن در زمان بازداري و مقایسه آن با منحني 
 کاليبراسيون استاندارد انجام گردید.
ماني استارتر و باکتري پروبيوتيک   جهت تعيين زنده
هاي   هاي توليد شده، از نمونه  موردنظر در نمونه
روزه، در طول دوره  5ماست، در فواصل زماني 
 نه برداري شده و رقتتکرار نمو 1روزه،  11نگهداري 
 ام.آر.اس هم در محيط کشت عمومي -5تا  -5هاي  
کشت افتراقي خاص باکتري   و هم در محيط جامد
لاکتوباسيلوس رامنوسوس با استفاده از محيط کشت 
. )71(کشت داده شد جامدونکومایسين -ام.آر.اس
مطابق این روش از محلول ونکومایسين جهت 
وس دلبروکي زیر گونه جلوگيري از رشد لاکتوباسيل
بولگاریکوس و استرپتوکوکوس ترموفيلوس استفاده شد، 
بدین منظور پس از تهيه محلول استوك، آن را از فيلتر 
ميکرون عبور داده و جهت تهيه محيط  0/11سرنگي 
 کشت افزوده شد.  افتراقي، ونکومایسين به محيط
 هاي پژوهش  یافته
ماني  زنده از جمله عوامل موثر بر ميزان رشد و
هاي پروبيوتيک در محصولات غذایي در طي  باکتري
باشد. از این  ماده غذایي مي Hpها،  زمان ماندگاري آن
هاي پروبيوتيکي و ماست   ماست Hpرو تغييرات 
 1Mهاي مختلف آفلاتوکسين   معمولي که با غلظت
 11تيمار شده بودند، در طي مدت ماندگاري ماست(
در نمودارهاي گردید. نتایج مربوطه  گيري روز) اندازه
 با توجه به نمودارها. نشان داده شده است 1و  1شماره 
 در هر دو نوع ماست(ماست معمولي و حاوي باکتري
هاي  مربوط به نمونه Hpپروبيوتيک)، کمترین ميزان 
نانوگرم در  0/1ماست تيمار شده با غلظت پایين سم(
آن براي ماست حاوي ) بود و بيشترین ميزان ليترميلي
دست ه ) بليتر نانوگرم در ميلي 0/55غلظت بالاي سم(
 آمد. 
چنين با افزایش زمان ماندگاري ماست ميزان  هم
که  هاي ماست کاهش یافت. با توجه به آن نمونه Hp
هاي اسيد  در طي زمان ماندگاري ماست، باکتري
باشند، این  لاکتيک قادر به توليد اسيد لاکتيک مي
باشد. لازم به  دور از انتظار نمي Hpاهش در ميزان ک
روز پس از  11ذکر است که بيشترین ميزان کاهش در 
توليد در نمونه ماست حاوي لاکتوباسيلوس رامنوسوس 
 مشاهده گردید.
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 معمولی ماستو هاي ماست حاوي لاکتوباسیلوس رامنوسوس  نمونه Hp میزانبر اثر غلظت سم .1 نمودار شماره
 
 
 
 
 لاکتوباسیلوس Hpو زمان ماندگاري بر  بررسی اثر متقابل غلظت سم .2 نمودار شماره
 رامنوسوس و مخلوط آغازگرها در ماست پروبیوتیک و معمولی 
  
 
نتایج گویاي آن است که لاکتوباسيلوس 
درصد آفلاتوکسين  99رامنوسوس قادر است بيش از 
جذب کند را ليتر  نانوگرم در ميلي 0/1 در غلظت 1M
هاي آلوده شده  در نمونه در حالي که ميزان جذب سم
درصد بوده و با  19حدود ليتر  نانوگرم در ميلي 0/5با 
، ليتر نانوگرم در ميلي 0/55به مقدار  افزایش ميزان سم
 نمودار شمارهدرصد رسيد( 99به حدود  درصد جذب سم
 ). 9
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 توسط لاکتوباسیلوس رامنوسوس  بر میزان جذب سم بررسی اثر غلظت سم .3 نمودار شماره
 هاي آغازگر در ماست پروبیوتیک و معمولی و باکتري
 
 
شود،  طور که در این شکل مشاهده مي همان
 09هاي آغازگر ماست قادر به جذب حدود  باکتري
 آلوده شده با پایينهاي  درصد از آفلاتوکسين در نمونه
 ودند در) بليتر نانوگرم در ميلي 0/1(ترین غلظت سم
 ، ميزان جذبکه با افزایش غلظت سم حالي
که در  طوري  بسيار کاهش یافت به 1M آفلاتوکسين
درصد ليتر  نانوگرم در ميلي 0/55و  0/5هاي  غلظت
بر اساس  بود. 91/95و  91/51به ترتيب تنها  جذب سم
روز  11بيشترین درصد حذف پس از  1نمودار شماره 
تاثير زمان  نموداراین در نگهداري حاصل گردید. 
توسط  1M نگهداري در ميزان جذب آفلاتوکسين
. نتایج شود داده ميمخلوط آغازگرهاي ماست را نشان 
زایش زمان آناليز واریانس گویاي آن است که با اف
افزایش یافت که دليل این  ماندگاري ميزان جذب سم
توان به ایجاد تغيير در ساختمان دیواره سلولي امر را مي
  ها در اثر افزایش اسيدیته محيط نسبت داد. باکتري
 
 
 
 توسط لاکتوباسیلوس ر زمان ماندگاري بر میزان جذب سمبررسی اث .4 نمودار شماره
 هاي آغازگر در ماست پروبیوتیک و معمولی رامنوسوس و باکتري 
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نيز اثر متقابل غلظت سم و  نيز 5شماره  نموداردر 
گردد. نتایج  مشاهده مي زمان نگهداري بر کاهش سم
روز نگهداري ماست  5حاکي از آن است که  پس از 
درصد آفلاتوکسين از  001، ظت پایين سمحاوي غل
که بيشترین  حالي د، درسوپرناتانت ماست حذف گردی
هاي آلوده  از سوپرناتانت، در نمونه درصد حذف سم
به ترتيب در  ليتر نانوگرم در ميلي 0/55و  0/5شده با 
 دست آمد.ه نگهداري ب 11و  11روزهاي 
 
 
 
 توسط لاکتوباسیلوس و زمان ماندگاري بر میزان جذب سم بررسی اثر متقابل غلظت سم .5نمودار شماره 
 در ماست پروبیوتیک و معمولی هاي آغازگر رامنوسوس و باکتري 
 
 
شکل اثر متقابل غلظت سم و زمان این در 
در سوپرناتانت حاصل از ماست  ماندگاري بر کاهش سم
نشان داده شده است. نتایج نيز پروبيوتيک   فاقد باکتري
ي از آن است که در غلظت پایين سم در اولين روز حاک
درصد جذب آغازگرها گردید  09تا حدود  سم نگهداري،
که بيشترین درصد جذب  حالي د. درو سپس ثابت مان
نانوگرم در  0/55و  0/5هاي آلوده شده با  در نمونه سم
روز نگهداري  11، پس از 1Mآفلاتوکسين ليتر ميلي
 گراد حاصل گردید.  درجه سانتي 1ماست در دماي 
ر بود تا مقادیر کيت آفلاتوکسين انتخاب شده قاد
 ) را اندازهليتر پيکوگرم در ميليبسيار پایين آفلاتوکسين(
این به منظور تایيد آزمون الایزا  بر گيري نماید. بنا
هاي  گيري ميزان آفلاتوکسين در نمونه جهت اندازه
ماست به طور تصادفي انتخاب و ميزان آفلاتوکسين 
هاي مورد  نمونهدرصد  01مانده در سوپرناتانت در  باقي
 اندازه کروماتوگرافي مایع با کارآیي بالاآزمون، به روش 
گيري شده و با نتایج حاصل از الایزا مقایسه 
  ).7 نمودار شمارهشدند(
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 مقایسه نتایج حاصل از الایزا و کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا .6نمودار شماره 
 
 گیري و نتیجه بحث
هاي  بر روي مخلوطي از سویه در مطالعه که
) و پروپيوني 507-CL، GGلاکتوباسيلوس رامنوسوس(
). 51کار رفت(  باکتریوم فریدنریشي زیر گونه شرماني به
اي از ميزان   موکوس رودهپس از تهيه سه نمونه 
روش کروماتوگرافي مایع با آزاد به  1Bآفلاتوکسين 
  کارایي بالا سنجش شد. نتایج نشان داد مخلوط باکتري
). در 51باشند(  ها داراي توانایي باند کردن کمتري مي
هاي اسيد لاکتيک انتخاب  نژاد از باکتري 11آزمایشي 
در  1Bها در حذف آفلاتوکسين  شده و توانایي آن
مورد ارزیابي محيط کشت مایع از طریق اتصال فيزیکي 
هاي غير زنده به   قرار گرفته و نتایج نشان داد باکتري
را به صورت متصل به  1Bمقدار بيشتري آفلاتوکسين 
برده  کار  هاي به  ). از بين باکتري51خود نگه داشتند(
و  GGشده، لاکتوباسيلوس رامنوسوس نژاد 
آفلاتوکسين  CL-507نژاد  لاکتوباسيلوس رامنوسوس
 ). 51(کردندرا از محلول با بيشترین کارایي حذف  1B
نتایج نشان داد در هر دو نوع ماست معمولي و 
هاي پروبيوتيک، کمترین و بيشترین  حاوي باکتري
هاي ماست تيمار  به ترتيب مربوط به نمونه Hpميزان 
 باشند. هم مي ترین و بالاترین غلظت سم  ا پایينشده ب
 Hpچنين با افزایش زمان ماندگاري ماست ميزان 
 یافت. با توجه به آن هاي ماست کاهش خواهد نمونه
 هاي اسيد که در طي زمان ماندگاري ماست، باکتري
 
 
ند، این ـــباش يک ميـلاکتيک قادر به توليد اسيد لاکت
باشد. بيشترین  دور از انتظار نمي Hpکاهش در ميزان 
روز پس از توليد، در نمونه ماست  11ميزان کاهش در 
 حاوي لاکتوباسيلوس رامنوسوس مشاهده گردید.
 1Bدرصد جذب آفلاتوکسين  نظامي و همکاران-ال
  را وابسته به غلظت سلولي و حرارت گزارش کردند به
واحد  1×901 که تعداد باکتري مورد نياز را طوري
 59و دماي مناسب جذب را ليتر  در ميليتشکيل کلني 
ها اظهار داشتند که  گراد ارائه کردند. آن درجه سانتي
هاي پيش کشت شده نسبت به نوع خشک   پروبيوتيک
 5شده انجمادي فعاليت بالاتري در سطح احتمال 
چه بالاترین  دارند. اگر 1Bدرصد در جذب آفلاتوکسين 
در مقایسه ميان لاکتوباسيلوس رامنوسوس  1Bجذب 
با تيمارهاي پيش کشت و خشک شده  507CLو  GG
  انجمادي و کشته شده با حرارت، مربوط به تيمار سلول
نظامي و همکاران کاهش -ال .)51(بودهاي کشته شده 
 پي.بي.اس در محيط مایع 1Bدرصدي آفلاتوکسين  08
و لاکتوباسيلوس  GG توسط لاکتوباسيلوس رامنوسوس
هاي گرم   نسبت به سایر باکتري 507CLرامنوسوس 
مثبت و گرم منفي بررسي شده، گزارش 
صد جذب ها در . در مطالعه آن)50.0<P(کردند
 ها به طور معني توسط گرم مثبت 1Bآفلاتوکسين 
 زارش گردید. بيشترینـــها گ داري بيشتر از گرم منفي 
 7962.6 + x3539.0 = y
 979.0 = ²R
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 15جذب بلافاصله بعد از تلقيح صورت گرفته و در طي 
يشتر مشاهده ساعت نگهداري تغيير کمي در جذب ب
 شد.
در تحقيق دیگري نشان  نظامي و همکاران-ال
در حضور لاکتوباسيلوس 1B دادند کاهش آفلاتوکسين 
 07در بافت روده در مدت  GGرامنوسوس زیرگونه 
 .)81(درصد است15دقيقه، 
قاني اثر هشت گونه از لاکتيک اسيد -موتاوي و ال
ها در محيط مایع و به عنوان  ها را بر کاهش  باکتري
کشت آغازگر در توليد ماست بررسي کردند. در این 
 507CLو GG مطالعه لاکتوباسيلوس رامنوسوس 
بالاترین قابليت اتصال به توکسين و لاکتوباسيلوس 
اسيدوفيلوس کمترین توانایي را در اتصال به 
ین که با نتایج حاصل از ا ها نشان داد آفلاتوکسين
توسط  درصد سم 09جذب بيش از طرح در 
هاي   ، در غلظتGGلاکتوباسيلوس رامنوسوس 
. این محققان کاهش بيشتري در مختلف تطابق دارد
زمان با کاهش  سطح آفلاتوکسين موجود در ماست هم
مشاهده کردند این نتایج با مطالعات دانشمندان  Hp
دیگر مطابقت داشت و برخي از پژوهشگران پيشنهاد 
لاکتيک یا  کردند که مهار آفلاتوکسين به دليل اسيد
 هاي لاکتيک اسيد مي هاي حاصل از باکتري  متابوليت
باشد. نویسندگان دیگر، کاهشي در مقدار آفلاتوکسين  
خنک، در ماست مشاهده در طول انبارداري  1M
ت نتيجه تفاوت نکردند. این تفاوت در نتایج ممکن اس
  ، مدت زمان سپريدر روش استخراج سم، غلظت سم
سازي  شده قبل از آناليز، دماي نگهداري، روش آلوده
 شير، تنوع در ترکيبات شير و یا تفاوت در رفتار کشت
 بنا. )91(ه کار رفته در توليد ماست باشدهاي آغازگر ب 
گویاي آن است که که  این با توجه به نتایج بر
درصد  99لاکتوباسيلوس رامنوسوس قادر است بيش از 
را ليتر  نانوگرم در ميلي 0/1در غلظت  1Mآفلاتوکسين 
 جذب کند. 
روز نگهداري  5نتایج حاکي از آن است که پس از 
درصد  001، پایين سمماست حاوي غلظت 
 حالي سوپرناتانت ماست حذف گردید، درآفلاتوکسين از 
هاي آلوده  نمونهاز سوپرناتانت  درصد حذف سم که
، با افزایش زمان هاي بالاتر سم  غلظت شده با
 یافت. ماندگاري افزایش مي
ساریمهمتوغلو و کوپلولو اثر لاکتوباسيلوس 
و  2-HC سویهوکي زیرگونه بولگاریکوس بردل
را در اتصال  63-TS سویهاسترپتوکوکوس ترموفيلوس 
در محلول بافر نمکي فسفات  1Mبه آفلاتوکسين 
ارزیابي نمودند. فعاليت هر دو نژاد در حذف آفلاتوکسين 
از شير بازسازي شده و آلوده به توکسين و ماست  1M
تهيه شده از آن نيز مورد بررسي قرار گرفت. نتایج 
نشان داد قابليت هر دو نژاد مذکور در حذف 
از شير بازسازي شده بيش از بافر  1Mن آفلاتوکسي
نمکي فسفات و ماست بود. ميزان اتصال آفلاتوکسين 
دست آمد. دليل اصلي  درصد به 11/9در ماست  1M
به کازئين شير  اتصال سم تواند مربوط به آن مي
این براکت و مارث گزارش کردند که  بر . بنا)91(باشد
در  درصد 09/5 1Mبه طور متوسط مقدار آفلاتوکسين 
شير تيمار شده با آنزیم پروتئوليتيک بيشتر از شير تيمار 
 1Mنشده وجود دارد و پيشنهاد کردند که آفلاتوکسين 
شود. این محققان در   توسط پروتئين شير جذب مي
 1Mاي دیگر گزارش کردند که آفلاتوکسين   مطالعه
دهد و  توزیع همگن و یکنواختي در شير نشان نمي
 .)19،09(توکسين قابل استخراج از شير نيست بخشي از
توانایي اتصال کمتر استارترهاي ماست به 
تواند  در ماست نسبت به شير مي 1Mآفلاتوکسين 
یند تخمير باشد که به دليل استخراج آمربوط به فر
یند تخمير و رها شدن آن آتوکسين از کازئين پس از فر
که با نتایج  )19(افتد  حيط نسبت به شير اتفاق ميدر م
نيز  . تاباتا و همکارانحاصل از این طرح تطابق دارد
گزارش کردند که غلظت شير بر روي ميزان جذب 
 .)99(آفلاتوکسين موثر است
یند آدر طول فر 1Mحسنين پایداري آفلاتوکسين 
توليد و انبارماني ماست، ماست پنيري و شير اسيدي 
 1Mسين شده را بررسي کرد. بيشترین ميزان آفلاتوک
 )50.0<P(روز 11) از ماست پنيري پس از درصد 15(
بازیابي شد که دليل آن محبوس شدن و اتصال 
هاي شبکه کازئيني عنوان  آفلاتوکسين در شکاف
 روز در  11ي ـين در طـــکه این توکس گردید. در حالي
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در  HPباقي ماند. کاهش  درصد 11ماست به ميزان 
طي نگهداري در ماست، آن را مستعد کاهش بيشتر 
آفلاتوکسين خواهد کرد. از طرف دیگر، کاهش قابل 
در شير اسيدي  1Mملاحظه اي در مقدار آفلاتوکسين 
 ال خوري و .)19(روز مشاهده شد 11شده پس از 
همکاران مشخص نمودند توانایي باند شدن 
بعد از  1Mلاکتوباسيلوس بولگاریکوس به آفلاتوکسين 
در مورد استرپتوکوکوس  درصد و 58/7ساعت  11
که اتصال با حالي درصد است. در 05ترموفيلوس 
براي لاکتوباسيلوس بولگاریکوس بعد  1Mآفلاتوکسين 
درصد و در مورد استرپتوکوکوس  89/5 ساعت، 1از 
این در حالي   .)59(باشد درصد مي 91/8ترموفيلوس 
 بيشترین درصد جذب سماست که در این پژوهش نيز 
هاي بالاي   هاي آلوده شده با غلظت در نمونه
، در بيشتربن زمان نگهداري ماست 1Mآفلاتوکسين 
هاي سنجش   روشروز، حاصل گردید.  11یعني پس از 
به علت سادگي، حساسيت و قيمت ایمني مثل الایزا 
تشخيص آفلاتوکسين به کم و به منظور تسریع در 
چند روشي مانند  هستند. هر مناسب صورت روزمره
کروماتوگرافي مایع با کارایي بالا از دقت بسياري 
هزینه بودن براي انجام  برخوردار است اما به دليل پر
تعدادي زیادي نمونه به صرفه نيست. هدف از این 
تحقيق استفاده از روش الایزا به عنوان جایگزیني 
به  کروماتوگرافي مایع با کارآیي بالابراي روش مناسب 
نتایج ن آفلاتوکسين بود که گيري ميزا منظور اندازه
دست آمده با نتایج حاصل از الایزا ه بنشان داد مقادیر 
گيري ميزان  مطابقت داشته و روش الایزا را براي اندازه
 آفلاتوکسين تایيد نمود. 
شده قبلي به  در نهایت با توجه به تحقيقات انجام
 بدون و دامي سالم علوفه از رسد استفاده نظر مي
 جلوگيري تري براي  الوصول قارچي، راه سهل آلودگي
هاي  هو فرآورد شير آلودگي و ها مایکوتوکسين ورود از
موجب  تواند مي بوده و شده توسط این سم لبني توليد
 ). اما در79شود( محصولات این کيفيت افزایش و بهبود
توان با استفاده از  صورت بروز این آلودگي نيز مي
چون  اي هم وردهآهاي پروبيوتيک در توليد فر باکتري
ماست، علاوه بر جلوگيري از بروز خطرات احتمالي، 
 بر بنا  زایي محصول را نيز افزایش داد. کيفيت سلامت
هاي پروبيوتيکي  وردهآگسترش فرهنگ مصرف فراین 
هاي لبني پروبيوتيک در تامين ایمني و   وردهآبه ویژه فر
 کنندگان بسيار ضروري خواهد بود. سلامت مصرف
چند،  این تحقيق نشان داد هر هاي حاصل از یافته
پروبيوتيک مورد آزمون(لاکتوباسيلوس  هم باکتري
) و هم آغازگرهاي معمولي GGرامنوسوس زیرگونه 
 (استرپتوکوکوس ترموفيلوس و لاکتوباسيلوسماست
باشند، توانایي   بولگاریکوس) قادر به جذب سم مي
پروبيوتيک در جذب مقادیر بالاي سم در  باکتري
دار  مقایسه با آغازگرهاي ماست به لحاظ آماري معني
که  باشد. در طي زمان ماندگاري، با توجه به آن مي
هاي مرده باکتري به دليل افزایش سطح دیواره،  سلول
توان چنين  بيشتري از سم بود، مي قادر به جذب مقادیر
 نتيجه گرفت که حتي در صورت مرگ باکتري
پروبيوتيک، لاشه باکتري نيز به دليل جذب سم، در 
کنندگان سودمند خواهد  ارتقاي سطح سلامت مصرف
 بود.
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Abstract 
 
Introduction: Themilk traditional 
sterilization methods are notable to 
eliminate it, so the evaluation of the 
biological approaches such as utility of 
lactic acid bacteria is necessary for the 
reduction and removal of this toxin. In this 
study, the ability of Lactobacillus 
rhamnosus was assessed to decrease 
aflatoxin M1adsorption for its reduction and 
adsorption in probiotic yogurt during shelf 
life. 
 
Material & methods: Three concentrations 
of the remained aflatoxinM1 in yogurt 
supernatants; 0.1,0.5and 0.75ppb; were 
determined during first, seventh, fourteenth 
and twenty first days after yogurt 
processing, determined by ELISA 
procedure and confirmed by HPLC. 
 
Findings: The results showed that in both 
of the regular and probiotic yogurt, the 
lowest pH is related to treated yogurt 
samples by the low concentrations of toxin 
(0.1ppb) and its maximum rate is for yogurt 
which contains the high concentrations of 
toxin (0.75ppb).The reduction logarithmic 
cycle was 0.5 after21 days. Viability was 
high in all of three different aflatoxin M1 
levels at the first day after processing. The 
results suggest that Lactobacillus 
rhamnosus is able to adsorb more than99% 
aflatoxin M1 in 0.1 ppb, while the toxin 
adsorption in 0.5 and 0.75ppb were 92%and 
93%, respectively. 
 
Discussion & conclusions: The results of 
this study indicated Lactobacillus 
rhamnosus GG is able to reduce 
significantly the high toxin levels. Finally, 
ELISA procedure and HPLC results 
compared statistically and conformed that 
HPLC is able to be replaced by ELISA 
method to reduce the measurement costs of 
aflatoxin M1.  
 
Keywords: Aflatoxin M1 reduction, 
Lactobacillus rhamnosus, Starter culture 
bacteria, Probiotic yogurt 
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